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Kurzbeschreibung / Abstract
Kurzbeschreibung
Der intrazelluläre Proteintransport verläuft in Säugetierzellen über den 
Sekretorischen Transportweg vom Endoplasmatischen Retikulum über den 
Golgi-Apparat zur Plasmamembran. Hierbei stellt sich die Frage nach zentralen 
Transportmechanismen auf molekularer Ebene. So konnten in der Arbeitsgruppe 
zwei Modellproteine etabliert werden, die beide in die apikale Membran polarer 
Zellen transportiert werden, sich dabei aber sowohl in ihrer Topologie als auch 
in ihrer Assoziation mit der Lipiddoppelschicht unterscheiden. In der 
vorliegenden Arbeit soll anhand molekularbiologischer und biochemischer 
Untersuchungen der Einfluß dieser Unterschiede auf die Einsortierung in 
Transportvesikel und deren Interaktion mit Cytoskelettkomponenten 
aufgeschlüsselt werden.
Hierfür werden Fusionsproteine aus den zu untersuchenden Eiweißen und 
verschiedenen fluoreszierenden Reporterproteinen erzeugt, deren Einbau in 
Transportvesikel auch in lebenden Zellen untersucht werden kann. Durch den 
Einsatz von Komponenten des Cytoskeletts, die ebenfalls mit Reportergenen 
fusioniert sind, wird deren Rolle im intrazellulären Transportvorgang an die 
apikale Zelloberfläche analysiert .  Protein-Protein-Bindungsstudien, 
Massenspektroskopie, RNS-Interferenz, Westernblots und Aktivitätsstudien sollen 
darüber hinaus zur Identifikation der vesikulären Komponenten führen, die für 
die Interaktion mit dem Cytoskelett notwendig sind.
Schlagworte: Proteintransport, Cytoskelett, Endosomen
Abstract
The intracellular protein transport in mammalian cells proceeds along the 
secretory pathway, starting from the endoplasmic reticulum along the Golgi 
complex to the plasma membrane. This does raise the question for the 
underlying transport mechanism on molecular level. For this analysis, our 
working group could establish two model proteins, which are both transported to 
the apical membrane of polar cells, but differ in topology as well as association 
with the lipid bilayer. The study at hand investigates the role of these differences 
for sorting into transport vesicles and interaction with the cytoskeleton by 
biomolecular and biochemical methods.
To do so, fusion proteins from fluorescent reporter proteins and the individual 
proteins of interest are created, a method that allows to study their inclusion into 
transport vesicles also in living cells. By using also components of the 
cytoskeleton for this, their role in intracellular transport to the apical membrane 
can be analyzed, too. Furthermore, protein-protein binding studies, mass 
spectrometry, RNA interference, western blots and kinase assays shall identify 
those vesicular components required for interaction with the cytoskeleton.
Keywords: protein transport, cytoskeleton, endosomes
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Abkürzungsverzeichnis
ALPK1 Alpha-Kinase 1
ANXA2 Annexin A2
AS Aminosäuren
ATP Adenosintriphosphat
BBMI brush border myosin I
BDM 2,3-Butandionmonoxim
bp Basenpaare
C-Terminus Carboxy-Terminus
Caco-2 Darmepithelzell-Linie
CFP cyan fluorescent protein
COS Affennierenzell-Linie
CPK Konventionelle Proteinkinasen
CytoD Cytochalasin D
Da Dalton
DNS Desoxyribonukleinsäure
DPP IV Dipeptidylpeptidase IV
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
ER Endoplasmatisches Reticulum
F-Aktin Aktinfilamente
GFP Grünfluoreszierendes Protein
GPI Glykosylphosphatidylinosit
GTP Guanosintriphosphat
LAV LPH-tragende apikale Vesikel
LPH Lactase-Phlorizin-Hydrolase
MALDI-TOF matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight
MDCK Madin-Darby kidney cells
MMIα Myosin I alpha
mRNA messenger ribonucleic acid
MYO1A Myosin Ia
N-Terminus Amino-Terminus
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PCR polymerase chain reaction
RT Reverse Transkription
SAV SI-tragende apikale Vesikel
SDS Natriumdodecylsulfat
SI Saccharase-Isomaltase
SIc komplex-glykosylierte Form der SI
siRNA small interfering ribonucleic acid
TFP Trifluorperazin
TGN trans-Golgi-Netzwerk
VSV-G Glykoprotein des Vesikulären Stomatitisvirus
YFP yellow fluorescent protein
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1. Einleitung
1.1 Zum Inhalt
Die vorliegende Arbeit faßt die Erkenntnisse zum Proteintransport der drei 
nachfolgend genannten Publikationen zusammen, soweit sie unter Beteiligung 
des Verfassers in den Jahren 2002 bis 2005 zunächst in der Arbeitsgruppe von 
Prof. Dr. Hassan Y. Naim sowie anschließend in jener von Prof. Dr. Ralf Jacob 
gewonnen werden konnten:
»Distinct cytoskeletal tracks direct individual vesicle populations to the apical 
membrane of epithelial cells«                                                 CURRENT BIOLOGY, 2003
»Annexin II is required for apical transport in polarized epithelial cells«
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 2004
»Alpha-kinase 1, a new component in apical protein transport«
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 2005
In der ersten Veröffentlichung konnte auf Grundlage zweier Modellproteine, der 
Lactase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) und der Saccharase-Isomaltase (SI), 
nachgewiesen werden, daß diese sich - obgleich in polaren Epithelzellen beide 
zur apikalen Zellmembran transportiert - entlang teilweise unterschiedlicher 
Cytoskelett-Komponenten bewegen. In Herausarbeitung weiterer Unterschiede 
zwischen den jeweils gebildeten Vesikelpopulationen - bezeichnet als SI- bzw. 
LPH-tragende apikale Vesikel (SAV/LAV) -  konnten in den folgenden 
Publikationen zudem einzelne Proteine identifiziert werden, die nur an den SAV, 
nicht aber den LAV beteiligt sind. Hierbei handelt es sich um die Proteine Myosin 
Ia, Annexin A2, S100A10 und Alpha-Kinase 1.
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Als Einführung in das Thema wird in der Einleitung der Sekretorische 
Transportweg beschrieben, wobei das Augenmerk auf der Proteinsortierung 
während und nach der Passage des trans-Golgi-Netzwerks liegt. Auch das 
Cytoskelett im allgemeinen sowie SI, LPH und die nachfolgend identifizierten 
Proteine werden kurz vorgestellt. Sodann werden die wesentlichen Versuche und 
Ergebnisse der genannten drei Publikationen in den Kapiteln 2 - 4 dargelegt, 
sofern der Verfasser an diesen beteiligt war. Für den Zusammenhang bedeutsame 
Abbildungen ohne Eigenbeteiligung finden sich im Anhang. Eine übergreifende 
Diskuss ion in  Kapi te l  5  faßt  schl ießl ich  die  Inhal te  der  e inzelnen 
Veröffentlichungen zusammen.
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1.2 Polare Proteinsortierung
1.2.1 Sekretorischer Transportweg
Die große strukturelle und funktionale Komplexität der Säugetierzellen sowie 
ihre Spezialisierung innerhalb des Gesamtorganismus erfordern zu ihrer 
Errichtung und Aufrechterhaltung einen effektiven Organisationsapparat auf 
molekularer Ebene. Als Übersetzungsprodukt der Erbsubstanz, Hauptbestandteil 
der Zelle und Träger vielfältiger Funktionen vom Baustoff bis zum Boten, kommt 
den Proteinen auch hierbei eine herausragende Rolle zu, ihrem Namen 
entsprechend (proteuo, gr.: »ich nehme den ersten Platz ein«). Sie stellen nämlich 
nicht nur von jenem dezentralen Apparat gelenkte und modifizierte 
Zellbestandteile dar, sondern sind auch selbst Komponenten desselben.
Ein bedeutender Funktionsbereich dieser Organisation ist der zielgerichtete 
Transport neusynthetisierter Proteine zu ihren jeweiligen Bestimmungsorten. 
Neben den unterschiedlichen Organellen der Säugetierzellen zählt hierzu auch 
die Plasmamembran - entweder als Endstation oder zur Ausschleusung aus der 
Zelle hinaus. Dieser sogenannte Sekretorische Transportweg [168], den neben den 
namensgebenden freizusetzenden Proteinen auch die für die Lysosomen sowie 
die Plasmamembran bestimmten Eiweiße nehmen, ist Gegenstand der 
vorliegenden Arbeit.
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Abb. 1.1 Die Translation der mRNS erfolgt bei Proteinen des 
Sekretorischen Transportwegs aufgrund einer vorgeschalteten Signalsequenz 
in das Endoplasmatische Reticulum hinein
Die durch die  Ribosomen vorgenommene Translat ion der  von den 
Nukleinsäuren kodierten Proteinbaupläne in Polypeptidketten erfolgt hierbei 
nicht ins Cytoplasma hinein, sondern durch die Membran des Endoplasmatischen 
Reticulums (ER) hindurch in dessen Lumen. Veranlaßt wird dies durch eine 
Signalsequenz von sechs bis zwanzig hydrophoben Aminosäuren im 
entstehenden Polypeptidstrang [109,180,226,227] (Abb. 1.1).
Im ER finden erste posttranslationelle Modifikationen am neugebildeten 
Polypetid statt: Disulfidbrücken bilden sich aus, Chaperone sorgen für eine 
korrekte Faltung der Polypeptidkette und es erfolgt gegebenenfalls die 
Zusammenfügung einzelner Untereinheiten [47,57,81,118,219,236]. Neben diesen nur im 
ER vorgenommenen Prozessen f inden hier  an den entsprechenden 
Signalsequenzen aber auch bereits erste Glykosylierungsschritte statt [67].
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Abb. 1.2 Der Sekretorische Transportweg erfolgt vom Endoplasmatischen 
Reticulum über den Golgi-Apparat zur Plasmamembran (Grafik: R. Jacob)
Bei letzteren handelt es sich im ER ausschließlich um N-glykosydische 
Verknüpfungen [108]. Nur korrekt gefaltete und zusammengefügte Proteine werden 
weitertransportiert - alle übrigen werden zusammen mit jenen, deren 
Zielkompartiment bereits das ER selbst ist, entweder direkt hier zurückgehalten 
oder aber aus dem cis-Golgi-Netzwerk zurückgeschleust [73]. Ihr Abbau erfolgt 
n a c h  e i n e r  R e t r o t r a n s l o k a t i o n  z u r ü c k  i n s  C y t o s o l  ü b e r  d a s  
Ubiquitin-Proteasom-System [15,16,82,179].
Die nächste Station der übrigen Proteine ist der Golgi-Apparat [177], welcher vom 
cis- bis zum trans-Golgi-Netzwerk (TGN) durchwandert wird [70,185]. Hier erfolgen 
weitere Modifikationen, vor allem die terminale Glykosylierung und 
proteolytische Spaltungen [155,156,159], sowie die Sortierung für den Transport zu 
den verschiedenen Zielorten der jeweiligen Proteine - im Falle von SI und LPH 
also zur Plasmamembran [92,93,153,176,187]. Als Transportbehälter dienen hierbei 
sowohl kleinere membranbegrenzte Vesikel von weniger als 250 nm Durchmesser 
als auch größere, tubuläre Strukturen [83 ]. Am Ziel angelangt, kommt es zur 
Exocytose, d.h. der Fusion mit der Plasmamembran und der Freisetzung der 
sekretorischen Proteine (Abb. 1.2).
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1.2.2 Polare Epithelzellen
Die Studien der vorliegenden Dissertation wurden u.a. anhand polarer 
Epithelzellen durchgeführt. Diese zeichnen sich durch die Unterteilung ihrer 
Plasmamembran in zwei von sogenannten tight junctions separierte Bereiche 
unterschiedlicher Zusammensetzung und Funktion aus [85,151,190,191,208].  D i e  
Errichtung und Aufrechterhaltung dieser Polarität durch selektiven Transport 
und/oder selektive Stabilisierung vor Ort ist Teil der Aufgaben des zellulären 
Organisationsapparates [136]. Die Epithelzellen als solche dienen neben dem Schutz 
und der Abgrenzung einzelner Körperregionen insbesondere der Regulation der 
molekularen Bestandteile ihrer jeweiligen Gewebsbereiche sowie des Austausches 
mit der Umgebung [116,124,189].  Ein Beispiel  hierfür s ind die  Zel len des  
Darmepithels: die apikale Domäne ragt dabei ins Darmlumen hinein und reichert 
jene Proteine und Lipide an, die etwa zur Aufspaltung oder Aufnahme von 
Nahrungsbes tandte i len  d ienen ,  während der  übr ige ,  baso la tera le  
Plasmamembranbereich für den Austausch der gewonnen Nährstoffe mit den 
Nachbarzellen sowie der Blutbahn zuständig ist [7,38,41,77,92,116,141,190,225].  D ie  
Barrierefunktion der tight junctions verhindert hierbei einen parazellulären 
Stofftransport über das gesamte Epithel, so daß ein Stoffaustausch nur noch 
transzellulär - und somit kontrollierbar - erfolgen kann [3].
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1.2.3 Sortiersignale
Die molekularen Mechanismen, die der Sortierung hin zur apikalen oder 
basolateralen Membran zugrundeliegen, werden derzeit intensiv erforscht. So 
konnten bereits verschiedene Sortiersignale für beide Transportwege identifiziert 
werden, welche im einzelnen über eine unterschiedlich starke Gewichtung 
verfügen [98,142]. Eine solche Auftrennung der Proteine erfolgt anhand ihrer 
primären, sekundären oder tertiären Struktur im TGN oder, etwa auf dem Weg 
über die basolaterale Membran, in den Endosomen [25,70,135,136,144,151,174,186,188], 
woraufhin sie in strukturell voneinander verschiedene Transportvesikel 
aufgenommen werden [10,109,151,230]. Die Signalsequenzen wirken dabei positiv oder 
negativ auf die Proteine, d.h. sie sorgen entweder für die Aufnahme in einen 
bestimmten Transportweg oder aber halten sie zurück [151].
Verantwortlich für den Transport zu bzw. das Festhalten an der basolateralen 
Membran sind etwa bestimmte cytoplasmatische Aminosäuresequenzen (z.B. 
YXXΦ, LL or IL) [6,18,27,84,88,89,115,138,139,147,221], die von entsprechenden Adapterproteinen 
erkannt werden [52,207], oder das Anheften dieser Proteine an das Ankyrin des 
dortigen Cytoskelett-Netzes [72]. Apikale Signale hingegen wurden nicht nur im 
cytoplasmatischen Teil der Proteine gefunden, sondern auch im Transmembran- 
und extrazellulären Bereich [29,93,122]. So fungieren etwa O-Glykane [2,93,154,235] oder 
eine Membranverankerung über Glykosylphosphatidylinositol (GPI) als apikales 
Sortiersignal [20,58,123,125,209]. Auch N-Glykane sind offenbar in einigen Fällen 
beteiligt [11,202]. Eine wichtige, wenn auch nicht hinreichende Funktion bei einem 
Teil der apikalen Transportsysteme nehmen darüber hinaus sphingolipid- und 
cholesterolreiche Membranmikrodomänen ein, sogenannte lipid rafts [169,188,209,211], 
welche als Transportplattform beispielsweise für das Hämagglutinin des 
Influenza-Virus und GPI-verankerte Proteine beschrieben werden [122,178,203,210], 
während sich basolaterale Proteine als nicht hiermit assoziiert erweisen [21].
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1.2.4 Apikale und basolaterale Transportwege
Während die Weiterleitung der basolateralen Proteine, wie etwa für das 
G-Protein des Vesikulären Stomatitits-Virus (VSV-G) gezeigt, vom TGN zur 
Plasmamembran nahezu einheitlich erfolgt [5,6,114,126,150,188],  bestehen für den 
apikalen Transportweg je nach Zellsorte und Polypeptid bereits mindestens zwei 
prinzipielle Varianten, denn neben der direkten Route, wie sie etwa die 
Dünndarmenzyme SI und LPH nehmen [2,77,79,113,114,154,157,189,190,216],  ist auch der 
indirekte, transcytotische Weg über die basolaterale Membran bekannt, über den 
z.B. die Dipeptidylpeptidase IV (DPP IV) und nach jüngsten Erkenntnissen 
offenbar auch GPI-verankerte Proteine transportiert werden [28,78,79,87,106,109,137,174].
In Hepatocyten dominiert der apikale Transport mittels Transcytose [9,10,240]. Für 
die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Caco-2- und MDCK-Zellen wurden 
beide Wege aufgezeigt [151]. Demzufolge besitzen polare Epithelzellen mit dem 
TGN sowie dem Weg über die basolaterale Membran und das endosomale 
Kompartiment mindestens zwei Sortierzentren, welche möglicherweise zum Teil 
auch ähnliche Mechanismen aufweisen [4,50,55,106,137].
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1.2.5 Zwei Populationen apikaler Vesikel
Bereits im Vorfeld der nachfolgend beschriebenen Untersuchungen konnte in 
unserer damaligen Arbeitsgruppe gezeigt werden, daß zudem auch die direkt 
transportierten apikalen Membranproteine LPH und SI sich auf unterschiedliche 
Vesikel verteilen [ 97 ]. Diese beiden Proteine repräsentieren zwei verschiedene 
Sorten - letzteres ist mit cholesterol- und sphingolipid-reichen Membran- 
Mikrodomänen assoziiert, sogenannten lipid rafts [176], ersteres nicht [192,235,237]. 
Während Jacob und Naim zeigen konnten, daß beide Proteine das TGN in 
gemeinsamen Vesikeln verlassen - allerdings bereits innerhalb dieser infolge der 
raft-Assoziation voneinander separiert - und erst später zu verschiedenen Vesikeln 
aufgetrennt werden (SAV & LAV), blieb zunächst die Frage offen, ob damit auch 
zwei verschiedene Transportwege verbunden sind [97].
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1.3 Das Cytoskelett
Das Cytoskelett besteht aus dynamischen, filamentösen Strukturen, die sich auf 
drei Sorten polymerer Stränge verteilen: Aktin-Filamente, Mikrotubuli und 
Intermediärfilamente. Durch das Cytoskelett wird der Zelle nicht nur Halt 
verliehen, sondern es dient auch einer Reihe weiterer Funktionen, wie 
Transportvorgängen, der Mitose oder der Ausbildung von Zellfortsätzen. Zudem 
sind die Verbindungen zwischen den einzelnen Zellen bzw. zu deren Matrix auf 
die Intermediärfilamente (im Falle der Desmosomen und Hemidesmosomen) und 
Aktinfilamente (etwa bei den tight junctions) gestützt.
Die Aktinfilamente bestehen aus dünnen Proteinfasern von 3 -  6 nm 
Durchmesser. In filamentöser Form spricht man von F-Aktin, beim globulären 
Einzelmolekül von G-Aktin.  Dieses ist  asymmetrisch aufgebaut,  zur 
Differenzierung bezeichnet man daher seine Enden als Plus- bzw. Minus-Ende.
M o t o r p r o t e i n e  d e r  M y o s i n - F a m i l i e  v e r m ö g e n  a n  A k t i n s t r ä n g e n  
entlangzuwandern und führen beispielsweise zu Muskelkontraktionen oder 
Wanderbewegungen von Zellen. Vor allem aber stabilisieren die Aktinfilamente in 
ne t za r t igen  Anordnungen  un te rha lb  de r  P la smamembran  und  in  
Membranausbuchtungen (Mikrovilli, Pseudopodien) die äußere Form der Zelle 
und halten membranständige Proteine an ihrem Platz [206].
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Abb. 1.3 Mikrotubuli sind Röhren aus 
jeweils 13 Tubulin-Protofilamenten
Abb. 1.4 Die Mikrotubuli dienen der 
Zelle vor allem für den Transport
Die Mikrotubuli sind Röhren von 20 - 25 nm Durchmesser und werden durch 13 
parallel zueinander liegende Protofilamente gebildet, die ihrerseits Ketten aus im 
Wechsel aneinandergereiten α- und β-Tubulin-Molekülen darstellen (Abb. 1.3). 
Mikrotubuli verfügen ebenfalls über ein Plus- und ein Minus-Ende und wachsen 
mit letzterem von einem sogenannten Mikrotubuliorganisierenden Zentrum aus. 
Das Wachstum erfolgt am schnellsten und bevorzugt, aber nicht ausschließlich, 
am Plus-Ende.
Die Mikrotubuli bilden ein Stützgerüst für die Zellform und dienen als 
Straßennetz für den Transport von Vesikeln und Organellen (Abb. 1.4). Zudem 
formen sie die Spindelfasern für die Chromosomentrennung während der Mitose 
aus. Auch die Bewegung von Geißeln und Wimpern wird mittels Mikrotubuli 
erzeugt. Die Motorproteine der Mikrotubuli sind Kinesin und Dynein. Ersteres 
wandert anterograd zum Plus-Ende, letzteres retrograd zum Minus-Ende [35].
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Unter dem Begriff Intermediärfilamente faßt man schließlich eine Reihe von 
Proteinfilamenten zusammen, die alle sehr ähnliche Eigenschaften aufweisen. Ihr 
Durchmesser beträgt 8 - 11 nm. Sie können, da sie deutlich stabiler als 
Mikrotubuli und Aktinfilamente sind, am besten mechanische Zugkräfte 
aufnehmen. Aus diesem Grund dienen sie hauptsächlich der mechanischen 
Stabilisierung der Zellen, bilden also deren Stützgerüst.
Die Intermediärfilamente sind durch spezifische Proteine (Intermediärfilament- 
assoziierte Proteine, z.B. Desmoplakin) untereinander zu größeren Bündeln, 
sogenannten Tonofibrillen, verbunden. Diese Proteine dienen auch der 
Verbindung der Intermediärfilamente mit den anderen Elementen des 
Cytoskeletts. Die Intermediärfilamentproteine selbst werden in vier Sorten 
unterteilt: Keratine (saure wie basische), die in Epithelzellen vorkommen, 
Desmine (z.B. in Muskelzellen), Neurofilamente (Neuronen) und Lamine 
(Zellkern). Der Aufbau der Intermediärfilamente erfolgt dergestalt, daß zunächst 
die Monomere sich zu Dimeren aneinanderlagern und diese sodann Tetramere 
bilden. Acht Tetramere schließlich bilden das Intermediärfilament [54].
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1.4 Wesentliche Proteine der vorliegenden Arbeit
1.4.1 Lactase-Phlorizin-Hydrolase
Bei der Lactase-Phlorizin-Hydrolase handelt es sich um ein intestinales 
Glykoprotein mit einer hydrolytischen Disaccharidase-Aktivität, das sich in der 
Bürstensaummembran der Dünndarm-Epithelzellen findet. Ihre Aufgabe ist es, 
die Doppelzucker Lactase (Hauptkohlenhydrat der Säugetiermilch) sowie 
Phlorizin und β-Glykosylceramid in Einfachzucker aufzuspalten, so daß diese 
dann von den Zellen aufgenommen werden können. Die Aktivität der Lactase 
nimmt im Gegensatz zu anderen Disaccharidasen im Laufe der Kindheit ab, 
lediglich bei Kaukasiern und deren Nachkommen sowie einigen isolierten 
Stämmen Afrikas bleibt sie zeitlebens auf hohem Niveau erhalten und garantiert 
somit fortgesetzte Milchverträglichkeit [172,231].
Das primäre Translationsprodukt der humanen LPH setzt sich aus insgesamt 1927 
Aminosäuren zusammen und ist in unterschiedlichen Proteinsubdomänen 
organisiert. Ein kurzes amino-terminales (N-terminales) Signalpeptid, bestehend 
aus 19 Aminosäuren (Met1-Gly19), leitet das Protein zur ER-Membran und wird 
anschließend abgespalten [228]. Am C(arboxy)-Terminus bewirkt ein hydrophober 
Abschnitt von ebenfalls 19 Aminosäuren (Ala1883-Leu1901) ,  der  d ie  L ip id-  
doppelschicht der Membran durchspannt, die Verankerung des Proteins [132]. Da 
der C-Terminus ins Cytosol und der N-Terminus ins ER-Lumen ragt, handelt es 
sich bei der LPH um ein Typ I-Membranprotein.
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Die mannosereiche Form der pro-LPH weist ein Molekulargewicht von 215 kDa 
auf, die komplex-glykosylierte eines von 230 kDa; bei der fertig prozessierten 
LPH s ind es  nur  noch 160 kDa [94,158].  Neben der N- erfolgt auch eine 
O-Glykosylierung [ 1 0 8 ], eine direkte Beteiligung dieser Zuckerketten an der 
Sortierung der LPH konnte jedoch ausgeschlossen werden.
Mit mindestens 90% der Moleküle wird die LPH überaus zuverlässig zur apikalen 
Membran befördert [170].
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1.4.2 Saccharase-Isomaltase
Wie die LPH, ist auch die Saccharase-Isomaltase eine membranständige 
Disaccharidase des Dünndarms. Beide Untereinheiten spalten die α-glykosidisch 
verknüpften Doppelzucker Saccharose und Maltose bzw. Isomaltose in ihre 
Einzelkomponenten auf [ 9 0 ].  Is t  die SI selbst  oder ihr Transport  an die 
Plasmamembran beeinträchtigt, so kommt es zu einer Mangelerkrankung 
(congenital sucrase-isomaltase deficiency, CSID), die sich klinisch als osmotische 
Diarrhö nach der Aufnahme von Di- oder Oligosacchariden manifestiert [222].
SI ist im Gegensatz zur LPH ein Membranprotein vom Typ II, d.h. sie trägt an 
ihrem N-Terminus eine ER-Translokationssequenz, die gleichzeitig als 
Membrananker fungiert [90]. An die 20 Aminosäuren große Membranankerdomäne 
schließt sich eine Serin/Threonin-reiche Stab-Domäne an,  die stark 
O-glykosyliert ist [ 9 3 ].  In  der  P lasmamembran  ange langt ,  w i rd  e ine  
Trypsin-Spaltungsstelle zwischen der Saccharase-Untereinheit einerseits und dem 
Restmolekül mit der Isomaltase-Untereinheit andererseits im intestinalen Lumen 
durch pankreatische Sekrete gespalten [79], woraufhin beide Untereinheiten aber 
dennoch über nicht-kovalente ionische Interaktionen miteinander verbunden 
bleiben [159] (Abb. 1.5).
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Abb. 1.5 Der Transmembranbereich der Saccharase-Isomaltase ist im 
Gegensatz zur LPH mit Membran-Mikrodomänen assoziiert (Grafik: R. Jacob)
Die mannosereiche Form der SI besitzt ein Molekulargewicht von 210 kDa, bei 
der komplex-glykosylierten Form sind es 245 kDa. Letztere wird zu mindestens 
85% in die apikale Membran polarer Epithelzellen eingebaut.
Das Signal für diesen gerichteten Transport liegt in der Isomaltase-Untereinheit, 
wie anhand einer natürlich vorkommenden Mutation der SI gezeigt werden 
konnte [ 5 3 ].  Konkret verantwortlich für diesen Sortiervorgang sind die 
O-glykosidisch verknüpften Zuckerketten der Stab-Domäne. Sie bilden die 
Voraussetzung dafür, daß die SI - im Gegensatz zur LPH - in die lipid rafts 
rekrutiert wird [2].
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1.4.3 Myosin Ia
Der Myosin-Familie gehören bereits über einhundert identifizierte Proteine an, 
die sich auf 15 Klassen verteilen. Hierbei handelt es sich um sogenannte 
Motorproteine, die mit Aktin interagieren und hierdurch eine Bewegung entlang 
dessen Filamenten (F-Aktin) ermöglichen.
Die größte Gruppe stellen die Klasse II-Myosine, auch als konventionelle Myosine 
bezeichnet. Diese sind unter anderem für die Muskelbewegung verantwortlich. 
Hierbei bindet Myosin in Abwesenheit von Adenosintriphosphat (ATP) fest an ein 
Aktin-Molekül des Filaments. Beim Andocken von ATP wird diese Bindung 
geöffnet. An der freien Kopfgruppe hydrolysiert das gebundene ATP, wodurch die 
Kopfdomäne des Myosins ihre Konformation ändert, in Bezug auf den 
Aktinstrang also ihre Position verschiebt, und erneut bindet - jetzt jedoch infolge 
der Kopfbewegung an ein benachbartes Aktinmolekül. Anschließend werden der 
Phosphatrest und das verbleibende Adenosindiphosphat aus der ATP- 
Bindungstasche freigesetzt, was eine neuerliche Konformationsänderung des 
Myosins zurück in die Ausgangsstellung bewirkt. Da aber der Myosinkopf dabei 
an das Aktinfilament gebunden ist, kommt es zu einer Gegeneinanderbewegung 
von Aktinfilament und dem Myosinfilament bzw. einem am Myosinschwanz 
befindlichen Transportgut [182].
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Doch obgleich neben den Gensequenzen auch die atomaren Strukturen sowohl 
des Aktins [103] als auch der Myosin-Motordomäne [183] bereits ebenso bekannt sind 
wie ihr Aneinanderpassen [143], sind für die Myosine insgesamt noch viele Details 
zur Aktivierung der Myosin-ATPase durch F-Aktin sowie den tatsächlichen 
Bewegungsabläufen offen. Bei den meisten Myosinen der Klasse II zumindest 
erfolgt eine Regulierung der aktinaktivierten ATPase-Tätigkeit durch Ca2+, wofür 
drei unterschiedliche Mechanismen bekannt sind: Interaktion mit dem 
Tropomyosin-Troponin-Komplex am F-Aktin, Bindung an eines der beiden Paare 
leichter Ketten des Myosins oder Aktivierung einer myosin light-chain kinase, 
welche ihrerseits dann eines dieser beiden Paare leichter Myosinketten 
phosphoryliert [204].
Weniger gut untersucht sind die Myosine der Klasse I, welche die zweitgrößte 
Gruppe ausmachen. Diese weisen im Gegensatz zum doppelköpfigen Myosin II 
nur einen Kopf auf und verfügen neben der schweren Kette von 110 - 130 kDa 
noch über ein bis sechs leichte Ketten [149]. Zudem sind sie mit Membranen 
assoziiert [13]. Die Myosinklasse I scheint eine bedeutende Rolle zu spielen für die 
kortikale Oberflächenspannung von Membranen und die Ausbildung von 
Lamellipodien [34 ,162,218],  aber  auch für Signalübertragungen [ 6 6 ] s o w i e  
endocytotische Transportvorgänge m[60,102,162,181].
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Beiden bekannten Unterklassen von Myosin I gemein ist eine lipidbindende 
Domäne in der C-terminal gelegenen Schwanzregion [214]. Dieser Abschnitt ist 
reich an basischen Aminosäuren und bindet in vitro sowohl an aufgereinigte 
Plasmamembranen als auch Vesikel mit anionischen Phospholipiden [1,36,145].
Eine der beiden Unterklassen weist noch zwei zusätzliche Domänen am Schwanz 
auf, darunter eine ATP-unabhängige Aktinbindestelle, was nahelegt, daß diese 
Myosine Aktinfilamente untereinander vernetzen und somit den dynamischen 
Status des aktinreichen Kortex bei der Zellbewegung kontrollieren [69,167]. 
Tatsächlich konnte inzwischen eine Beteiligung dieser Unterklasse an der 
Aktin-Assemblierung nachgewiesen werden [59,118].
Solche Zusatzdomänen jedoch weist die kürzerschwänzige zweite Unterklasse 
nicht auf, der auch Myosin Ib (MYO1B; vormals Myosin I alpha, MMIα) und das 
zu diesem zu 78% homologe Myosin Ia (MYO1A; vormals brush border myosin I, 
BBMI) angehören [181,194,205]. Die subzelluläre Verteilung dieser Unterklasse deutet 
auf eine Beteiligung am Membrantransport hin. So finden sich ihre Vertreter 
etwa in der Zellperipherie (Myosin Ia in den Mikrovilli der Darmzellen, wo es die 
Aktinbündel mit der Plasmamembran verbindet, Myr 1 in der Plasmamembran 
von Kaninchen- Nierenzellen und Myosin Ib im Wachstumskegel von 
Nervenzellen) und assoziiert mit intrazellulären Membranen (Myosin Ia an 
Vesikeln im terminalen Netz von Darmzellen, Myosin Ib an tubulären Strukturen 
im Zellkörper von Neuronen sowie aber auch an Endosomen und Lysosomen, wo 
es die Weiterleitung internalisierter Moleküle zu den Lysosomen reguliert) 
[39,119,160,181,193,220].
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Abb. 1.6 Myosin-Kopf mit Bindestellen für Aktin und ATP
(Grafik: Houdusse et al.)
Hinsichtlich der Aktivierung von Klasse I-Myosinen ist für jene aus Amöben der 
Gattung Acanthamoeba bekannt, daß diese durch Phosphorylierung der schweren 
Kette erfolgt, ausgelöst durch eine myosin I heavy-chain kinase [24,129],  die 
ihrerseits wiederum durch saure Phospholipide und Membranen [23,110] sowie 
kleine GTPasen aktiviert wird [22].
KOMPONENTEN DES GERICHTETEN PROTEINTRANSPORTS IN SÄUGETIERZELLEN
Einleitung   27
1.4.4 Annexin A2 und S100A10
Bei der Familie der Annexine (annex, gr.: zusammenbringen / -halten) handelt es 
sich um cytosolische kalzium- und phospholipidbindende Proteine, deren 
Molekulargewicht in so gut wie allen Fällen zwischen 30 und 40 kDa liegt [62,146]. 
Ihre Funktion scheint unter anderem mit dem Vesikeltransport sowie Endo- und 
Exocytose-Vorgängen zusammenzuhängen [61,184].
Der Aufbau der Annexine setzt sich aus zwei Hauptdomänen zusammen: zum 
einen aus dem divergenten N-terminalen Kopfbereich und zum anderen aus dem 
konservierten C-terminalen Proteinkern. Letzterer besteht aus zumeist vier 
Wiederholungen zu je 70 Aminosäuren mit untereinander 25 -  35% Sequenz- 
identität [71]. Zwischen den verschiedenen Annexinen beträgt sie 45 - 55% [213]. 
Jeweils in den Wiederholungen enthalten ist die sogenannte Endonexin-Falte, 
eine 17 Aminosäuren lange Sequenz, welche die Kalzium- und Membran- 
bindestelle birgt [127].
Räumlich formt sich der Annexinkern zu einer stark α-helikalen, dichtgepackten 
Scheibe mit einer konkaven und einer konvexen Seite [12]. Während die konvexe 
Seite mit entsprechenden Bindestellen der kalziumabhängigen Bindung der 
Annexine an Phospholipidmembranen dient, ist die konkave Seite für 
Interaktionen mit den aminoterminalen Domänen und cytoplasmatischen 
Bindungspartnern zugänglich [232].
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Der N-Terminus hingegen variiert stark zwischen den einzelnen Annexinen: hier 
finden sich Schwanzdomänen von elf bis zu 196 Aminosäuren Länge, was, ohne 
die Gesamtstruktur des Moleküls zu beeinflussen, die funktionelle Vielfalt der 
ansonsten stark konservierten Annexine herbeiführt [120]. So entscheiden häufig 
hier angesiedelte Bindestellen über eventuelle Proteinliganden, und auch die 
Zielmembranen der einzelnen Annexine sind durch den N-terminalen Bereich 
festgelegt. Zu letzteren gehören unter anderem die Plasmamembran und 
endosomale Membranen sowie Membranen des sekretorischen Apparates [62].
Die Kalzium-Abhängigkeit und Spezifität der reversiblen Annexin-Bindung an 
negativ-geladene Phospholipide variiert deutlich zwischen den einzelnen 
Fami l i enmi tg l i ede rn .  B indungspa r tne r  s ind  h i e r  be i sp i e l swe i s e  
Phosphatidylserin, Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylinositol, wobei 
einige Annexine, darunter auch Annexin A2, darüber hinaus auch eine 
Membranvesikel-Aggregation vermitteln [62].
Dieses Annexin A2 nun weist von allen Vertretern seiner Familie die geringste 
Kalziumabhängigkeit auf, und sogar kalziumunabhängige Interaktionen sind 
bekannt, etwa die Assoziation mit der Endosomenmembran bei neutralem 
pH-Wert [75,101]. Sein Molekulargewicht  beträgt beim Menschen 36 kDa, die Länge 
339 Aminosäuren. Die aliphatischen und aromatischen Aminosäuren der ersten 
zwölf Aminosäuren der α-Helix bilden eine hochspezifische Bindungsstelle für 
das dimere Protein S100A10, welches infolge seines Molekulargewichtes auch als 
p11 bekannt ist und entgegen der restlichen S100-Familie keine Kalziumionen zu 
binden vermag [64,99,131]. Das resultierende nicht-kovalente Heterotetramer aus je 
z w e i  A n n e x i n  A 2 -  u n d  S 1 0 0 A 1 0 - M o l e k ü l e n  v e r m a g  s o m i t  z w e i  
Membran-Oberflächen gleichzeitig zu binden [112] (Abb. 1.7).
KOMPONENTEN DES GERICHTETEN PROTEINTRANSPORTS IN SÄUGETIERZELLEN
Einleitung   29
Abb. 1.7 Jeweils zwei Annexin A2- und S100A10-Moleküle bilden ein 
Heterotetramer, welches hierdurch zwei Membranen verbinden kann
(Grafik: Sopkova-de Oliveira Santos et al.)
Annexin A2
S100A10
Durch die Ausbildung dieses Komplexes verändern sich die Eigenschaften des 
Annexins [61,229]. So sinken zum Beispiel die Kalziumanforderungen gegenüber 
dem Monomer. Zudem ist das Annexin A2-Heterotetramer als einziges schon bei 
mikromolaren Kalziumkonzentrationen in der Lage, Membranvesikel zu 
aggregieren [42,175]. Des weiteren verhindert der heterotetramere Komplex die 
Phosphorylierung des Annexin A2 an seiner 30 Aminosäuren langen N-terminalen 
Domäne.  Eine solche Phosphoryl ierung durch verschiedene in der  
Signaltransduktion involvierte Proteinkinasen kann die Eigenschaften des 
Annexin A2 beeinflussen, etwa eine Erhöhung der Kalzium-Anforderungen für die 
Phospholipidbindung [121].
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Ebenfalls bekannt ist eine bevorzugte Membran-Assoziation an den bereits 
erwähnten lipid rafts, also Membranmikrodomänen, die reich an Cholesterol, 
Glykosphingolipiden und mittels Glykosylphosphatidylinositol (GPI) verankerten 
Proteinen sind [165].
Und schließlich ist Annexin A2 auch ein F-Aktin-bindendes Protein mit 
kalziumabhängiger Filamentbündelungsaktivität [63 ,91 ], speziell beim hetero- 
tetrameren Annexin A2-S100A10-Komplex, wobei sich die F-Aktin-Bindungsstelle 
am C-Terminus im Proteinkern befindet [51]. Die dortige Region zwischen den 
Aminosäuren 286 und 294 ist streng homolog zur Aktin-Bindedomäne von 
Myosin [100].
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Abb. 1.8 Obgleich sich Alpha-Kinasen (channel kinase 1, links)
und konventionelle Kinasen (Proteinkinase A, rechts)
in ihrer Aminosäuresequenz deutlich voneinander unterscheiden,
ähneln sie sich sehr in ihrer räumlichen Struktur
sowie der Position funktional bedeutsamer Aminosäuren
(Grafik: Drennan et al.)
1.4.5 Alpha-Kinase 1
Die erst vor wenigen Jahren identifizierte Familie der Alpha-Kinasen weist keine 
Sequenzhomologie zu den allgmein als konventionelle Proteinkinasen (CPK) 
bezeichneten Gruppen der Serin-/Threonin-Kinasen und Tyrosin-Kinasen auf. 
Dennoch aber sind sie sich in ihrer räumlichen Faltung sehr ähnlich [234]. Beide 
bilden eine zweilappige Struktur aus, wobei der N-terminale Lappen primär für 
die Verankerung und Ausrichtung des Nukleotids sorgt, während der C-terminale 
Lappen hauptsächlich für Substratbindung und Einleitung der Phosphor- 
übertragung verantwortlich ist. In der Spalte zwischen den beiden Lappen findet 
dann die Katalysereaktion statt [40] (Abb. 1.8).
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Als erste Vertreter dieser neuen Familie wurden die myosin heavy chain kinase A 
(Abb. 1.9) aus Dictyostelium [31,56] und die elongation factor 2 kinase entdeckt [197]. 
Während letztere eine kalzium-/calmodulin-abhängige Proteinkinase für die 
Phosphorylierung und Inaktivierung des elongation factor 2 ist und somit wohl 
eine globale Regulation der Proteinsyntheserate vornimmt [ 1 9 6 ],  spielt  
erstgenannte unter Beteiligung von Aktin-Filamenten eine wichtige Rolle bei der 
Zusammensetzung und Auflösung von Myosin-Filamenten in Dictyostelium [107,130].
Ihren Namen erhielten die Alpha-Kinasen aufgrund ihrer Eigenschaft, 
Aminosäuren zu phosphorylieren, die sich in α-Helices befinden [ 195 ] -  i m  
Gegensatz zu den CPK, deren Ziel-Aminosäuren stattdessen in Schleifen, Wenden 
und irregulären Proteinstrukturen liegen [173]. Gefunden wurden Alpha-Kinasen 
außer in den Genomen von Wirbeltieren auch bei Pilzen und Protozoen, so daß 
ihre Entstehung entsprechend weit zurückliegt. Nicht gefunden wurden sie 
jedoch in den bisher sequenzierten Genomen von Bakterien, Hefen, Insekten und 
höheren Pflanzen [40].
Insgesamt sind die Sequenzen der Alpha-Kinasen recht konserviert, mit einer 
Übereinstimmung von etwa 35% und einer Ähnlichkeit von 60% über die gesamte 
Familie hinweg. Letztere wird dabei in zwei Gruppen unterteilt. Während die 
eine die elongation factor 2-Kinasen sowie fünf der sechs bei Dictyostelium 
gefundenen Alpha-Kinasen umfaßt, von denen die meisten die Kinasedomäne 
direkt oder nahe am N-Terminus tragen, bilden alle anderen Alpha-Kinasen, 
darunter auch Alpha-Kinase 1, die zweite Gruppe, bei der diese Domäne zumeist 
direkt oder nahe am C-Terminus liegt. Insgesamt weisen die verschiedenen 
Alpha-Kinasen ein breites Spektrum an Domänen auf, darunter Ionenkanäle, 
integrin- und immunoglobin-ähnliche Domänen, WD- und TPR-Wiederholungen 
sowie calmodulinbindende Domänen [40].
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Abb. 1.9 Alpha-Kinase myosin heavy chain kinase A
mit angelagerter Myosin-Kette (Grafik: Drennan et al.)
Alpha-Kinase 1 besitzt ein Molekulargewicht von 139 kDa und wird in einer 
Reihe von Geweben exprimiert, darunter insbesondere Dünndarm, Lymphknoten, 
Magen und Niere [199].
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2. Unterschiedliche Cytoskelettbahnen
leiten einzelne Vesikelpopulationen
an die apikale Membran der Epithelzellen
Ausgehend von der  Ident i f iz ierung zweier  verschiedener  apikaler  
Vesikelpopulationen [ 9 7 ] galt es, das Vorhandensein weiterer Unterschiede 
zwischen den LPH-tragenden und den SI-tragenden apikalen Vesikeln zu 
untersuchen [95].
2.1 Die Rolle einzelner Cytoskelettkomponenten
Ein Aspekt hierfür war eine mögliche Abweichung bei den jeweils beteiligten 
Cytoskelett-Komponenten. Um dies näher zu beleuchten, wurden zunächst 
COS-1-Zellen transient mit SI bzw. LPH transfiziert und das Transportverhalten 
in An- und Abwesenheit von Substanzen beobachtet, die einzelne dieser Elemente 
bzw.  assozi ier te  Prote ine  beeinträcht igen .  Hierbei  kamen sowohl  
konfokalmikroskopische wie auch biochemische Analysen zum Einsatz.
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Abb. 2.1a COS-Zellen wurden mit LPH-CFP (blau) und Tubulin-YFP (gelb)
transfiziert, um festzustellen, ob eine Kolokalisation vorliegt.
Der Balken entspricht 18 bzw. 1,5 Mikrometern
2.1.1 Konfokalmikroskopische Beobachtung
Um die Bewegung der jeweiligen Vesikelpopulation entlang des Cytoskeletts in 
lebenden Säugetierzellen mittels konfokaler Lasermikroskopie beobachten zu 
können, wurden zusätzlich zu unseren Fusionsproteinen aus SI und dem 
abgewandelten Leuchtquallen-Eiweiß YFP bzw. LPH und CFP [ 9 7 ] auch die 
Cytoskelett-Komponenten Tubulin und Aktin mit CFP und YFP versehen.
Neben der Beobachtung eines zunächst erfolgenden raschen Transportes sowohl 
der SI als auch der LPH entlang regelrechter Mikrotubuli-»Autobahnen« (Abb. 2.1) 
wurde zudem sichtbar, daß sich im Gegensatz zur LPH der Weg der SI in der 
Zellperipherie auch mit den dortigen Aktinfilamenten deckt (Abb. 2.2a).
Diese Vesikelbewegungen bestanden auch bei Kolchizingabe (zehn Minuten nach 
Verlassen des TGN) fort ,  womit eine Mikrotubulibeteil igung an der 
Peripherieverteilung der SI ausgeschlossen werden konnte (Abb. 2.2b). Abbildung 
2.2c zeigt die Auswirkung des Kolchizins.
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Abb. 2.1b Transfektion einer COS-Zelle mit SI-YFP (gelb)
und Tubulin-CFP (blau); kofokalmikroskopische Zeitserie
48 Stunden nach Transfektion. Der Balken entspricht 15 bzw. 2 Mikrometern
Abb. 2.2a Plasmamembrannahe Peripherie
einer mit SI-YFP (gelb) und Aktin-CFP (blau) transfizierten COS-Zelle.
Der Balken entspricht 10 bzw. 2 Mikrometern
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Abb. 2.2b Auch zehn Minuten nach der Zugabe von Kolchizin (zerstört die 
Mikrotubuli) ist die Wanderung der SI-Vesikel (gelb) in der Peripherie 
nicht beeinträchtigt. Der Transport erfolgt dort ausschließlich entlang 
der Aktinfilamente (blau). Der Balken entspricht 10 Mikrometern
Abb. 2.2c Zehn Minuten nach der Zugabe von Kolchizin sind die Mikrotubuli 
(blau) zerstört. In der Zellperipherie allerdings sind nach wie vor 
Transportbewegungen der SI-Vesikel (gelb) zu verzeichnen - sie wandern 
entlang der Aktinfilamente (Abb. 2.2b). Balkenlänge: 10 Mikrometer
   - Kolchizin                          + Kolchizin
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Abb. 2.3 Gemessene Geschwindigkeiten der LPH- und SI-Vesikel entlang der 
Mikrotubuli sowie der SI-Vesikel entlang der Aktinfilamente
Bei der Auswertung der Vesikelbewegungen wurde auch die Geschwindigkeit für 
SAV und LAV bestimmt (Abb. 2.3). Der langsamere Transport der SAV entlang der 
mittels Fluoreszenz identifizierten Aktinfilamente gegenüber jenem entlang der 
Mikrotubuli  unterstreicht zusätzlich,  daß die SAV auf dem Weg zur 
Plasmamembran über zwei verschiedene Cytoskelettkomponenten wandern.
Die Zugabe von Cytochalasin D (CytoD) zehn Minuten nach Verlassen des TGN, 
also die Depolymerisierung der Aktinfilamente [163], wirkte sich nicht auf die 
LPH-tragenden Vesikel aus (Abb. 2.4a-c). Demgegenüber sammelten sich die 
SI-Vesikel im Peripherievorfeld an und zeichneten sich zudem durch eine 
ziellose Umherbewegung aus, die deutlich langsamer stattfand als ihr Transport 
vor der Zugabe des Giftes (2.4d+e). Entsprechend blieb die Zahl der nach 
zuvoriger Temperaturblockade gesammelt aus dem TGN entlassenen SI-Vesikel 
konstant, während die Anzahl der LPH-Vesikel zwanzig Minuten später eine 
deutliche Abnahme verzeichnete - entsprechend ihrer Fusion mit dem 
Bestimmungsort, der Plasmamembran (Abb. 2.4c). Der im Gegensatz zur LPH 
beobachtete Transport der SI entlang des Aktin-Netzwerkes in der Peripherie 
stützt somit die bereits zuvor von Jacob und Naim nachgewiesene Auftrennung 
der gemeinschaftlichen apikalen post-Golgi-Vesikel in separate SAV und LAV [97].
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Abb. 2.4: COS-1-Zellen wurden mit SI-YFP und LPH-CFP transfiziert
und für vier Stunden bei 20 °C inkubiert, um die Vesikel im Golgi-Apparat 
anzusammeln (A) und später nach Erhöhung der Temperatur auf 37 °C alle 
zugleich aus dem TGN zu entlassen (B).
Nach 20 Minuten bei gleichzeitiger Depolymerisierung der Aktinfilamente 
mittels CytoD ist deutlich erkennbar, daß die LPH (blau) inzwischen an 
der Plasmamembran angekommen ist, während sich die SI-Vesikel (gelb) 
innerhalb der Zelle und deutlich von der Peripherie entfernt stauen (C).
Bild D zeigt die zerstörten Aktinfilamente (blau) sowie die nicht mehr in 
die Zellperipherie transportierten SI-Vesikel (gelb).
Bild E zeichnet die deutlich verlangsamte und ungerichtete Bewegung der 
SI-Vesikel für den Zeitraum einer Minute nach.
Die roten Pfeile weisen auf LPH-CFP-tragende Vesikel, grüne auf LPH-CFP 
in der Plasmamembran. Der Buchstabe n kennzeichnet den Zellkern. Der 
Balken entspricht einer Länge von 10 Mikrometern
A                                    B                                    C
D                                                                     E
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2.1.2 Biochemische Analysen und Aktin-Bindungsstudien
Diese mittels Konfokalmikroskopie gewonnenen Daten konnten durch 
biochemische Analysen bestätigt werden (Anhang, Abb. 1). Für die spätere 
D i s k u s s i o n  v o n  B e d e u t u n g  i s t  a u c h ,  d a ß  d a b e i  e i n e  e v e n t u e l l e  
Transportbeteiligung der Aktin-Motorproteine Myosin II und V durch Zugabe 
von 2,3-Butandionmonoxim (BDM) ausgeschlossen wurde (Anhang, Abb. 1a+b); 
dieses hemmt deren ATPase-Einheit [32].
Zudem vermochten weiterführende Studien unter Verwendung eines 
aktinbeschichteten Sensorchips [33] zu untermauern, daß SAV in der Tat in der 
Lage sind, an Aktin zu binden, LAV jedoch nicht (Anhang, Abb. 2a+b).
2.1.3 Myosin Ia
Abgerundet wurden die Ergebnisse zur Cytoskelett-Assoziation von SAV und LAV 
durch die vergleichende Analyse der Proteinzusammensetzung beider 
Vesikelpopulationen. Diese ergab, daß unter anderem ein Protein von etwa 105 
kDa einzig in den SAV vorkommt (Anhang, Abb. 2c), welches wir anhand seines 
Peptidmusters sowie der bestehenden Publikationslage und Datenbankbestände 
auf ein Myosin der Klasse I - entweder Ia oder Ic - eingrenzen konnten. 
Anschließende biochemische Analysen identifizierten es in der Tat als das 
Aktin-Motorprotein Myosin Ia (Anhang, Abb. 2d). Dessen Molekulargewicht 
beträgt 104 kDa [212].
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2.2 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Rolle des Cytoskeletts
Somit haben unsere Experimente deutlich gezeigt, daß SI-tragende Vesikel nach 
Verlassen des TGN im Gegensatz zu den LAV befähigt sind, an Aktinfilamente zu 
binden und an diesem Teil des Cytoskeletts entlang in der Zellperipherie hin zur 
Plasmamembran befördert zu werden. Untermauert wird dies durch das im 
Vergleich mit den LAV exklusive Vorkommen des Aktin-Motorproteins Myosin Ia 
in den SAV.
Hierbei scheint als biochemische Unterscheidungsgrundlage die Aufnahme der SI 
mittels ihrer O-Glykosylierung in lipid rafts eine Rolle zu spielen [2]. Daß letztere 
mit der Rekrutierung von Signalkomponenten zusammenhängen, war bereits 
zuvor ebenso vermutet worden [26] wie eine Verbindung zwischen ihnen und dem 
Aktin-Cytoskelett im Falle des raft-assoziierten Phosphoproteins PAG und des 
ERM-Proteins EBP50 [17]. Ein adaptervermittelter Zusammenhang zwischen lipid 
rafts und Aktinskelett als Mechanismus für die spezifische Bindung der SAV an 
die Aktinfilamente ist somit wahrscheinlich.
Daß beim zunächst noch gemeinsamen Transport beider Vesikelpopulationen 
Mikrotubuli eine Rolle spielen, deckt sich mit deren bereits bekanntem Einfluß 
auf den Oberflächentransport apikaler Marker in polaren Epithelzellen [65]. Zudem 
untermauert die den LAV fehlende Aktin-Bindefähigkeit zusätzlich den Nachweis 
zweier unterschiedlicher Vesikelpopulationen [97].
Als Fazit dieser Experimente läßt sich somit festhalten, daß im Gegensatz zur 
LPH am Transport des raft-assoziierten apikalen Membranproteins SI das 
Cytoskelettelement Aktin sowie das Motorprotein Myosin Ia direkt beteiligt sind.
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3. Annexin A2 ist erforderlich
für apikale Transportvorgänge
in polaren Epithelzellen
Nach der Identifizierung von Myosin Ia als einem nur in den SAV, nicht aber den 
LAV vorhandenen Protein [ 9 5 ],  nahmen wir uns der Zuordnung weiterer 
Proteinbanden an, die ausschließlich in SAV auftreten und somit eine wichtige 
Rolle für diesen apikalen Transportweg spielen könnten [96].
3.1 Assoziation von Annexin A2 mit SAV nach Verlassen des TGN
Zwei dieser Banden wurden mittels MALDI-TOF und Immunpräzipitation [166] als 
Annexin A2 (ANXA2, 36 kDa) und S100A10 (p11, 11 kDa) identifiziert (Anhang, 
Abb. 3a+b). Ersteres gehört zu einer Familie, die sich durch die Konservierung 
eines bestimmten Strukturelementes auszeichnet, der sogenannten Annexin- 
Wiederholung, sowie die Bindung an Phospholipide [62]. Je zwei Annexin A2- und 
S100A10-Moleküle bilden ein nicht-kovalent verbundenes Heterotetramer aus [64]. 
Bereits bekannt war, daß dieser Komplex mit Membranen des endosomalen 
Systems interagiert und eine C-terminale Aktinbindestelle aufweist [45,51]. Die 
Ausbildung des Komplexes wie auch die Membraninteraktion erfolgen 
kalziumunabhängig [ 1 0 1 ].  Letzteres bestätigte sich auch für die von uns 
eingesetzten MDCK-Zellen (Anhang,  Abb.  3c+d).  Z u d e m  k o n n t e  d e r  
Transportabschnitt bestimmt werden, in dem es zur Assoziation von Annexin A2 
und S100A10 mit den SAV kommt: diese erfolgt erst nach Verlassen des TGN 
(Anhang, Abb. 3b). 
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3.2 Untersuchung der Bedeutung von Annexin A2
für den SAV-Transport
Im Anschluß an die Identifizierung des Annexin A2-Tetramers untersuchten wir 
auch, ob und inwiefern dieser tatsächlich beim Transport der SI-Vesikel eine 
Rolle spielt. Zum Einsatz kam hierbei neben Konfokalmikroskopie und 
Immunpräzipitation auch sogenannte small interfering RNA (siRNA), mit der die 
Synthese des Annexin A2 herunterreguliert wurde [238].
3.2.1 Konfokalmikroskopische Kolokalisationsstudien
Um die biochemischen Erkenntnisse durch eine zweite Methode abzusichern, 
untersuchten wir daraufhin die Verteilung von Annexin A2, SI und LPH mittels 
Konfokaler Lasermikroskopie. Hierzu wurde jeweils eines der Fluoreszenz- 
proteine CFP, YFP und DsRed mit dem C-Terminus des Annexin A2 verknüpft, so 
daß keine Beeinträchtigung der Komplexbildung mit S100A10 erfolgte [238].
Die Auswertung transfizierter COS-1-Zellen, die nach Anreicherung der 
post-TGN-Vesikel fixiert wurden, ergab keine Kolokalisation zwischen LPH und 
Annexin A2 (Abb. 3.1a), wohl aber in 70% der gezählten Vesikel zwischen SI und 
Annexin A2 (Abb. 3.1b).
Zusätzlich untermauert werden konnten diese sowie die Ergebnisse der 
vorangegangenen Publikation [95] durch Dreifachtransfektion von Annexin A2 und 
SI mit einem von uns erstellten Fusionsprotein aus CFP und Myosin Ia: In 
Übereinstimmung mit den übrigen Daten konnten auch Kolokalisationen aller 
drei Proteine nachgewiesen werden (Abb. 3.1c).
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Abb. 3.1 COS-Zellen wurden für Kolokalisationsstudien mit Annexin A2-YFP 
und LPH-CFP kotransfiziert (A), bzw. mit Annexin A2-CFP und SI-YFP (B) 
sowie Annexin A2-DsRed, SI-YFP und Myosin Ia-CFP (C).
Die Balken entsprechen einer Länge von 10 Mikrometern
A    B
  C
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Zudem untersuchten wir die Verteilung des Annexin A2 in polaren Zellen, indem 
wir eine stabile MDCK-Zell-Linie erstellten, die Annexin A2-DsRed exprimiert. 
Dieses fand sich in den polaren Zellen außer intrazellulär in vesikulären 
Strukturen auch gehäuft sowohl an der apikalen als auch insbesondere der 
(baso-) lateralen Plasmamembran (Abb. 3.2a). Dies deckt sich mit früheren 
Beobachtungen der Verteilung des Heterotetramers aus Annexin A2 und S100A10 
in MDCK-Zellen [74 ] und deutet auf eine Beteiligung nicht nur am apikalen, 
sondern auch an basolateralen Transportvorgängen hin.
3.2.2 Drosselung der Annexin A2-Expression durch siRNA
Eine vermutete Bindefunktion des cytoplasmatischen Annexin A2 zwischen dem 
Aktin-Cytoskelett und endo- oder exocytotischen Membranen [61] überprüften wir 
für den Fall der SAV durch Drosselung der Annexin A2-Expression mittels siRNA 
(Abb. 3.2a+b). Eine Oberflächenpräzipitation stabiler SI-MDCK-Zellen, die mit 
dieser siRNA gegen Annexin A2 transfiziert worden waren, ergab eine drastische 
Reduktion des SI-Anteils an der apikalen Membran.
Da dies jedoch nicht mit einer Erhöhung der basolateralen SI-Verteilung 
einherging, läßt sich zudem sagen, daß die Rolle des Annexin A2 auf den 
Transportvorgang der SAV bezogen sein muß und nicht etwa auf die Sortierung 
(Abb. 3.2c+d). Stattdessen kommt es zu einer intrazellulären Ansammlung der 
SI-Vesikel, was auch durch zusätzliche konfokalmikroskopische Beobachtungen 
bestätigt wurde (Abb. 3.2e+f).
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Abb. 3.2a Intrazelluläre Verteilung von Annexin A2 in polaren 
Epithelzellen: MDCK-Zellen wurden mit Annexin A2-DsRed transfiziert - 
teils zusammen mit siRNA gegen Annexin A2, teils ohne. Kontroll-siRNA 
gegen Luciferase zeigte keinen Einfluß auf das Annexin A2.
b Westernblot von MDCK-SI-Zellysaten, die mit siRNA gegen Annexin A2 
transfiziert worden waren; eingesetzt wurden Antikörper gegen Annexin A2 
und Vimentin (Kontrolle).
c/d Ausschalten des Annexin A2 durch siRNA unterbindet den Transport der 
SI an die Plasmamembran: MDCK-SI-Zellen wurden auf Transmembranfiltern in 
Gegenwart oder Anwesenheit von siRNA kultiviert und biosynthetisch mit 
35S-Methionin radioaktiv markiert. Anschließend erfolgte eine Oberflächen-
Präzipitation der SI von der apikalen (a) bzw. basolateralen (b) Membran
A
   B C D
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Abb. 3.2e/f Transfektion von MDCK- (E) bzw. COS-1-Zellen (F) mit SI-YFP 
und siRNA gegen Annexin A2. Die Pfeile zeigen die intrazelluläre 
Akkumulation von SI-Vesikeln nach der siRNA-Behandlung, wohingegen im 
Kontroll-Experiment mit Luziferase-siRNA auch membranständige SI 
beobachtet wird. Die Balken entsprechen einer Länge von 10 Mikrometern
E
F
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3.3 Zusammenfassung der Rolle des Annexin A2
für den SAV-Transport
Wie die biochemischen und konfokalmikroskopischen Daten übereinstimmend 
zeigen, spielt der Heterotetramerkomplex aus Annexin A2 und S100A10 eine 
wichtige Rolle für den Transport der raft-assoziierten SI zur Oberfläche.
Diese kommt nach Verlassen des  TGN, aber vor der  Fusion mit  der  
Plasmamembran zum Tragen und ist nicht von Kalzium abhängig, was sich auch 
mit früheren Studien bezüglich einer Assoziation mit den frühen Endosomen 
deckt [101]. Tatsächlich ist auch bereits bekannt, daß dieser Tetramerkomplex in 
cholesterinabhängiger Weise mit rafts interagiert [165], und wie kürzlich publiziert 
wurde ist S100A10 auch am Membrantransport des Kaliumkanals TASK-1, der 
epithelialen Kalziumkanäle TRPV5 und TRPV6 sowie des Natriumkanals Na(V)1.8 
beteiligt [68,164,224].
Zudem ist Annexin A2 auch nicht das einzige Protein seiner Familie, von dem 
eine Beteiligung am apikalen Membranverkehr bekannt ist - so steht nämlich 
beispielsweise Annexin XIIIb mit dem Transport von Hämagglutinin in 
Verbindung und ist ebenfalls mit Membranmikrodomänen assoziiert [49,111].
Kombiniert mit der Aktinbindefähigkeit und der aus den vorgenannten 
Experimenten ersichtlichen Bedeutung von Annexin A2 für den SI-Transport an 
den Aktinfilamenten entlang, drängt sich die Vorstellung geradezu auf, daß es 
hierbei eine unverzichtbare Adapterrolle einnimmt.
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4. Alpha-Kinase 1, eine neue Komponente
im apikalen Proteintransport
Als nach Myosin Ia [95] sowie Annexin A2 und S100A10 [96] viertes Protein, das nur 
mit SAV, nicht aber mit LAV präzipitierbar ist, konnte Alpha-Kinase 1 (ALPK1; 
vormals Lymphozyt-Alphakinase, LAK) als eine weitere Komponente im apikalen 
Proteintransport identifiziert werden [80].
4.1 Alpha-Kinasen
Die Familie der Alphakinasen verfügt über keine Nähe zu den konventionellen 
Kinasen, weist aber eine ähnliche Faltung und Position der Schlüssel- 
Aminosäuren auf; im Gegensatz zu diesen sind sie jedoch in der Lage, 
Aminosäuren in α-Helices zu phosphorylieren [40], was ihnen ihren Namen verlieh. 
Neben ALPK1 gehört dieser Familie beispielsweise auch die myosin heavy chain 
kinase aus  Dictyostelium an [56,128,171]. Exprimiert wird ALPK1 in verschiedenen 
Geweben, darunter Dünndarm, Lymphknoten, Magen und Niere [199].
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4.2 Untersuchung der Rolle der ALPK1 beim SAV-Transport
Neben der Identifizierung von ALPK1 als Kopräzipitat der SAV suchten wir auch 
nach einem von ihr phosphorylierten Protein und gingen zudem der Frage nach, 
ob es sie betreffende Veränderungen im Zuge der Polarisierung von Epithelzellen 
gibt .  Daher kamen hierbei neben Westernblot,  Immunpräzipitation, 
Konfokalmikroskopie und siRNA auch quantitative PCR-Analysen und Kinase- 
Assays zum Einsatz [199].
4.2.1 Assoziation der ALPK1 mit SAV
Zwei separate MALDI-TOF-Analysen der deutlichen 140 kDa-Proteinbande, die 
zwar bei der Präzipitation von SAV, nicht aber bei LAV auftritt (Abb. 4.1a), 
deuteten auf Alpha-Kinase 1 hin, welche ein Molekulargewicht von 139 kDa 
aufweist. Dies konnte durch einen Westernblot mit einem polyklonalen 
ALPK1-Antikörper bestätigt werden (Abb. 4.1b).
4.2.2 Anstieg der ALPK1-Expression während der Polarisierung
Sowohl per Westernblot als auch RT-PCR konnten wir zeigen, daß ALPK1 auch in 
den von uns verwendeten polaren Epithelzell-Linien Caco-2 (Darm) und MDCK 
(Niere) exprimiert wird (Abb. 4.1c). Hierbei konnten wir einen Anstieg der 
Expression in den ersten acht Tagen der zunehmenden Polarisierung 
nachweisen, und zwar auf mRNA-Ebene mittels quantitativer Echtzeit-RT-PCR 
(Abb. 4.2a) ebenso wie auf Protein-Ebene im Westernblot (Abb. 4.2b), was 
zusätzlich eine Rolle der ALPK1 für den polaren Transport unterstützt.
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Abb. 4.1 Vesikelassoziation und ALPK1-Expression:
A) Wie bereits bei der Identifikation von Myosin Ia und Annexin A2 wurden 
Vesikel aus MDCK-, MDCK-SI-YFP- und MDCK-LPHmyc-Zellen isoliert und deren 
enthaltene bzw. assoziierte Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
B) Westernblot: Zugabe eines Antikörpers gegen Alpha-Kinase 1 zu den 
aufgetrennten Vesikelproteinen
c) Nachweis der ALPK1-Expression in den von uns eingesetzten polaren 
Epithelzell-Linien MDCK und Caco-2 sowohl auf DNS-Ebene per RT-PCR als 
auch auf Protein-Ebene per Westernblot
  A
B                               C
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Abb. 4.2 Anstieg der ALPK1-Expression im Zuge der Epitheldifferenzierung:
Caco-2-Zellen wurden für unterschiedlich lange Zeit kultiviert und 
anschließend die Expression der Alpha-Kinase 1 sowohl auf Ebene der mRNA 
mittels quantitativer Echtzeit-RT-PCR (A) als auch auf Proteinebene im 
Westernblot analysiert (B)
 A
 B
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Abb. 4.3 Subzelluläre Verteilung der Alpha-Kinase 1:
COS-Zellen wurden mit ALPK1-CFP und Galaktosyltransferase (GT-YFP, A) 
bzw. SI-YFP (B) kotransfiziert. Die Pfeile zeigen auf Transportvesikel, 
die sowohl ALPK1 als auch SI tragen. n: Zellkern, Balken: 10 Mikrometer
4.2.3 Intrazelluläre Verteilung der ALPK1
Für konfokalmikroskopische Studien ihrer intrazellulären Verteilung wurde 
jeweils ein Fusionsprotein aus ALPK1 und CFP sowie dem trans-Golgi-Marker 
Galaktosyltransferase und YFP erstellt. Eine Kotransfektion beider Konstrukte in 
COS-1-Zellen zeigt die ALPK1 in Vesikeln über das Cytosol verteilt sowie zudem 
in Kernnähe auch kolokalisiert mit dem GT-YFP (Abb. 4.3a). Bei Kotransfektion 
von ALPK1-CFP und SI-YFP zeigt sich in Bestätigung der biochemischen Daten 
ebenfalls eine Kolokalisation (Abb. 4.3b),  die post-Golgi-Vesikel der SI tragen 
auch Alpha-Kinase 1.
A
B
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4.2.4 Kinase-Assays zur näheren Beleuchtung der ALPK1-Funktion
Um in Erfahrung zu bringen, welche Rolle diese Kinase zumindest im Fall des 
Saccharase-Isomaltase-Transports spielt, untersuchten wir ihre Wirkung bei 
aufgereinigten SAV. Kinase-Assays mit radioaktiv markiertem γ-32P-ATP zeigten in 
anschließender Auftrennung mittels SDS-PAGE die Überführung des 32P-Isotops 
in eine stärkere 105 kDa-Proteinbande sowie drei schwächere Banden von 50, 25 
und 16 kDa (Anhang, Abb. 4a+b). In Übereinstimmung mit den von uns zuvor 
gewonnenen Erkenntnissen [95,96], erwies sich diese 105 kDa-Bande im Westernblot 
wiederum als Myosin Ia.
In weiterführenden Experimenten wurde das Maximum der 32P-Aufnahme als bei 
20 Minuten nach Verlassen des TGN liegend ermittelt (Anhang, Abb. 4c) und die 
Phosphorylierung des Myosin Ia durch anschließende Dephosphorylierung 
mittels λ-Phosphatase überprüft (Anhang, Abb. 4d). Hervorzuheben ist dabei, daß 
Staurosporin als Inhibitor konventioneller Kinasen nicht in der Lage war, die 
Phosphorylierung signifikant zu beeinträchtigen (Anhang, Abb. 4e+f) -  denn 
Staurosporin-Insensitivität ist als ein Kennzeichen der ALPK1-homologen 
Alpha-Kinasen eEF-2-Kinase und TRPM7/ChaK1 bekannt [197,198].
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Abb. 4.4 Kinase-Assay:
Aufgereinigte Alpha-Kinase 1-CFP- und Myosin Ia-YFP-Proteine wurden 
einzeln sowie kombiniert einem Kinase-Assay mit γ-32P-ATP unterzogen.
Links zum Vergleich durch 35S-Methionin markiertes Myosin Ia-YFP
4.2.5 Myosin Ia wird unmittelbar durch ALPK1 phosphoryliert
Um sicherzustellen, daß ohne Beteiligung weiterer Komponenten es tatsächlich 
die Alpha-Kinase 1 ist, die unmittelbar Myosin Ia zu phosphorylieren vermag, 
wurde von uns ein weiterer Kinase-Assay einzig mit aufgereinigtem Myosin 
Ia-YFP [96] und ALPK1-CFP durchgeführt. Während jede Komponente für sich 
genommen zu keiner Phosphorylierung führt, gelang bei gemeinsamer 
Inkubation mit γ-32P-ATP der Nachweis einer radioaktiven Bande mit dem 
Molekulargewicht von Myosin Ia-YFP (Abb. 4.4).
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Abb. 4.5 Kolokalisation von Alpha-Kinase 1 und Myosin Ia:
COS-Zellen wurden mit ALPK1-CFP und Myosin Ia-YFP kotransfiziert.
Die Pfeile zeigen auf Transportvesikel, die sowohl Alpha-Kinase 1 als 
auch Myosin Ia tragen. n: Zellkern, Balken: 10 Mikrometer
4.2.6 Kolokalisation von ALPK1 und Myosin Ia
Auch wenn sich somit ALPK1 in vitro durchaus als in der Lage erwiesen hatte, 
Myosin Ia zu phosphorylieren, so galt es nun zu untersuchen, ob es dazu auch in 
vivo kommen kann. Hierfür wurden COS-1-Zellen mit Myosin Ia-YFP und 
ALPK1-CFP kotransfiziert. Tatsächlich zeigte sich eine Kolokalisation beider 
Proteine in vesikulären Strukturen (Abb. 4.5).
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4.2.7 Effekte einer ALPK1-Beeinträchtigung
Wenn also ALPK1 tatsächlich eine wesentliche Rolle beim SAV-Transport spielen 
sollte,  so müßten sich in vivo ihre Inhibierung oder eine weitgehende 
Unterbindung ihrer Expression mittels siRNA auf den Anteil erfolgreich an die 
Apikalmembran transportierter SI auswirken. Versuche mit der Zugabe von TFP 
bzw. Staurosporin auch zu lebenden Zellen führten, analog zu den Resultaten im 
Kinase-Assay, nur im Falle des Calmodulin-Inhibitors auch zu einer Verringerung 
des apikalen SI-Anteils (Anhang, Abb. 5).
In einem zweiten Versuch reduzierten wir die ALPK1-Menge durch siRNA sowohl 
auf mRNA- (Abb. 4.6a) als auch Protein-Ebene (Abb. 4.6b) um etwa 80%. Hierbei 
wurde der Anteil der SI, der die Apikalmembran erreichte, beträchtlich reduziert, 
obgleich noch immer ein deutlicher Anteil ans Ziel gelangte (Abb. 4.6c). Letzteres 
könnte den immerhin noch vorhandenen 20% ALPK1 zuzuschreiben sein. Da ein 
Einfluß auf den geringen basolateralen SI-Anteil ausblieb, wirkt sich die ALPK1 
einzig auf den Transport, nicht aber auf den Sortiermechanismus aus.
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Abb. 4.6 Drosselung der ALPK1-Expression durch siRNA:
A/B: Caco-2-Zellen wurden mit siRNA gegen Alpha-Kinase 1 bzw. gegen 
Luziferase (als Kontrolle) transfiziert. Anschließend wurde die Menge an 
ALPK1 sowohl per quantitativer RT-PCR auf mRNA-Ebene bestimmt (A) als 
auch per Westernblot mit Antikörpern gegen Myosin Ia bzw. Vimentin 
(Kontrolle) auf Protein-Ebene untersucht (B).
C: Caco-2-Zellen wurden auf Transmembranfiltern in Gegenwart bzw. 
Abwesenheit von siRNA gegen Alpha-Kinase 1 kultiviert und mittels 
35S-Methionin biosynthetisch markiert. Anschließend erfolgte eine 
Oberflächenpräzipitation mit Antikörpern gegen SI an der apikalen bzw. an 
der basolateralen Membran. Die Präzipitate wurden einer SDS-PAGE 
unterzogen und per Phosphoimaging quantitativ ausgewertet
A B
C
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Abb. 4.7 Kinase-Assay ALPK1-siRNA-behandelter Vesikel:
A: MDCK-SI-YFP-Zellen wurden in Gegenwart oder Abwesenheit von siRNA 
gegen Alpha-Kinase 1 kultiviert. Anschließend wurden die SI-Vesikel 
isoliert und einem Kinase-Assay mit γ-32P-ATP bzw. einem Westernblot mit 
Antikörpern gegen Myosin Ia und Alpha-Kinase 1 unterzogen.
B: Quantitativer Anteil des phosphorylierten Myosin Ia beim Einsatz von 
siRNA gegen Alpha-Kinase 1 gegenüber unbehandelten Kontrollen
Abschließend wurde untersucht, ob sich die ALPK1-Reduktion mittels siRNA auch 
auf die Myosin Ia-Phosphorylierung der SAV auswirkt. Hierfür wurden diese 
Vesikel sowohl aus Zellen isoliert, die mit ALPK1-siRNA behandelt worden waren, 
als auch aus Kontrollzellen. Und tatsächlich fand sich in der 105 kDa-Bande 
siRNA-behandelter Zellen nach dem Kinase-Assay weniger 32P als in der Kontrolle 
(Abb. 4.7). Somit besteht also definitiv ein Zusammenhang zwischen der 
ALPK1-Menge und dem Phosphorylierungsgrad des Myosin Ia der SAV.
A
B
KOMPONENTEN DES GERICHTETEN PROTEINTRANSPORTS IN SÄUGETIERZELLEN
62   Alpha-Kinase 1
4.3 Zusammenhang der ALPK1 mit dem SAV-Transport
Zusammengefaßt ist der SAV-Transport also abhängig von einer mit diesen 
Vesikeln präzipitierbaren, nicht-konventionellen, staurosporin-insensitiven 
Kinase, die Myosin Ia phosphoryliert, dabei zwanzig Minuten nach Verlassen des 
TGN durch die Vesikel das Maximum erreicht und als Alpha-Kinase 1 identifiziert 
werden konnte.
Diese Erkenntnis wird unterstützt durch aktuelle Veröffentlichungen, die jüngst 
eine neue Alpha-Kinase in Golgi-ähnlichen Strukturen von Dictyostelium 
nachgewiesen haben, welche wie ALPK1 durch eine katalytische Domäne am 
C-Terminus charakterisiert ist [ 1 4 ],  und herausgefunden haben, daß die 
Alpha-Kinase TRPM7/ChK1 Annexin I phosphoryliert, ein cytosolisches 
Verbindungsmolekül, das ebenfalls mit dem Proteintransport zusammenhängt [37].
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5. Diskussion
Die Ergebnisse der dieser Dissertation zugrundeliegenden Publikationen zeigen 
auf, daß nicht nur eine Auftrennung von apikaler und basolateraler Fracht in 
separate Vesikel erfolgt [ 1 0 5 ], sondern sogar innerhalb der Gruppe apikal 
beförderter Vesikel mindestens zwei unterschiedliche Transportwege bestehen. 
Dies unterstützt und erweitert die vorangegangene Entdeckung zweier 
unterschiedlicher apikaler Vesikelpopulationen durch Jacob und Naim in unserer 
damaligen Arbeitsgruppe [97].
Dabei war gezeigt worden, daß entgegen der Aufteilung apikaler und 
basolateraler Proteine, die noch innerhalb des TGN erfolgt [105], die beiden 
apikalen Vesikelpopulationen das TGN zunächst noch in gemeinsamen 
Transportbehältern verlassen. In diesen besteht jedoch bereits eine deutliche 
Separation der raft-assoziierten SI von der LPH. Das deckt sich mit früheren 
Beobachtungen ähnlicher Verteilungsmuster raft-assoziierter apikaler und 
nicht-raft-assoziierter basolateraler Proteine in der Plasmamembran unpolarer 
Zellen [76].
Ein prinzipiell ähnlicher Vorgang der Auftrennung war zuvor auch schon für 
anterograde und retrograde Fracht während des Transports vom ER zum 
Golgi-Apparat beschrieben worden [134].
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Daß die Einbettung der SI in lipid rafts hierfür sowie für ihre Auftrennung in 
eine eigenständige Vesikelpopulation verantwortlich ist, konnte durch 
Zerstörung dieser Mikrodomänen bewiesen werden. Dies entspricht Vergleichen 
zwischen apikalem Hämagglutinin und basolateralem VSV-G mit derselben 
M e t h o d e ,  w o b e i  d i e  R e d u k t i o n  d e r  M i k r o d o m ä n e n  a u c h  d en 
post-Golgi-Transport des Hämagglutinins zur Zelloberfläche beeinträchtigte [104].
W ie  von  uns  nun  geze ig t  wurde ,  bewegen  s i ch  d i e  geme insamen  
Transportbehälter mit SI und LPH nach Verlassen des TGN zunächst entlang der 
schnellen Mikrotubuli-»Autobahnen« in Richtung Zellperipherie, woraufhin 
dann die spätestens ab diesem Zeitpunkt reinen SAV auf Aktin-Trassen 
überwechseln [95] (Abb. 5.1).
Die entsprechenden biochemischen und konfokalmikroskopischen Resultate 
unserer  Studien decken s ich dabei  mit  den Erkenntnissen anderer  
Arbeitsgruppen. So sind bestimmte lipid rafts etwa in der Plasmamembran ein 
wicht iger  Kofaktor  für  d ie  Rekrut ierung und Akt iv ierung be i  der  
Signalübertragung an das Aktin-Cytoskelett und im Vesikeltransport [26]. Auch 
Verbindungen zwischen dem Aktin-Cytoskelett und dem raft-assoziierten 
Phosphoproteinkomplex aus PAG und EBP50 sind bekannt [ 1 7 ].  E i n  
adaptervermittelter Zusammenhang zwischen lipid rafts und Aktinskelett als 
Mechanismus für die spezifische Bindung ist somit also auch für die SAV 
wahrscheinlich.
Unsere Identifizierung eines Aktinmotors als spezifisch mit den SAV assoziierten 
Proteins, des Myosins Ia [95], untermauert dies und knüpft zudem an Studien an, 
die Myosin Ia als cytoplasmatisch ausgerichtetes Membranprotein von 
post-TGN-Vesikeln in Enterocyten und MDCK-Zellen beschreiben [48,148].
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Abb. 5.1 Die beiden unterschiedlichen apikalen Vesikelpopulationen, die 
durch den Transport der Modellproteine Saccharase-Isomaltase und Lactase- 
Phlorizin-Hydrolase charakterisiert werden, verlassen das trans-Golgi- 
Netzwerk zunächst noch in gemeinsamen Transportbehältern, bis die 
Saccharase-Isomaltase schließlich in separate Vesikel abgeschnürt wird, 
deren Weg zwingend auch noch über die Bahnen des Aktin-Cytoskeletts 
verläuft, bevor sie an der Plasmamembran anlangen (Grafik: R. Jacob)
Eine Beteiligung anderer in Frage kommender Myosin-Familien am SI-Transport 
wurde von uns ausgeschlossen. Zwar deuten Experimente prinzipiell auch auf 
eine Beteiligung von Myosin II an post-Golgi-Transportprozessen [152] bzw. von 
Myosin V am Organellentransport hin [8 ,46 ],  wobei etwa Myosin Vb durch 
In terak t ion  mi t  der  GTPase  Rab  11a  e in  zen t ra le r  Regula tor  der  
Proteinsortierung in den apikalen recyclenden Endosomen ist [ 19 ], aber ihre 
Inhibierung durch BDM führte zu keiner Beeinträchtigung der SI-Beförderung 
an die apikale Zellmembran [95]. Des weiteren zeichnete sich für die Organellen- 
bewegung inzwischen auch ab, daß es neben derjenigen auf Myosin V-Basis auch 
noch eine zweite Transportmaschinerie entlang der Aktinstränge gibt, an der ein 
Motorprotein der Myosin I-Klasse (Myosin Ib) beteiligt ist [30].
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Abb. 5.2 Myosin Ia führt SI-Vesikel in die Mikrovilli der 
Darmepithelzellen und verankert die Saccharase-Isomaltase dort
(Grafik: Tyska et al.)
Zwar ist Myosin Ia in der apikalen Membran von Epithelzellen auch in Form 
helikaler Bereiche um Aktinbündel herum lokalisiert [ 1 4 9 ],  in  welchem 
Zusammenhang es kürzlich als für das Zurückhalten der SI im Bürstensaum 
mitverantwortlich beschrieben worden ist [223 ] (Abb. 5.2), aber Versuche mit 
dominant-negativen Formen von Myosin Ia haben zusätzlich auch eine 
Beteiligung dieses Proteins am transepithelialen Transport von basolateral über 
das endosomale Kompartiment nach apikal und somit der Beförderung und 
schließlichen Zielführung apikaler Marker belegt [43].
Betrachtet man zudem die Rolle des Aktins im anterograden, endocytischen und 
postendocytischen Transport an der Apikalmembran [133], dann liegt somit die 
Vermutung nahe, daß das Myosin Ia für die SAV als Motor für die Bewegung 
entlang der Aktinfilamente zur Plasmamembran dient, die SAV also über 
endosomale Sortiermechanismen hinweg zusammen mit recyclenden apikalen 
Proteinen (einschließlich der SI selbst) gemeinsame Aktinbahnen für ihren Weg 
zur Zelloberfläche nutzen [136,140,161,188,200]. Ein Weg, der den LAV aufgrund ihrer 
abweichenden Protein- und Lipidzusammensetzung vorenthalten bleibt.
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Auch die beiden nächsten von uns identifizierten Proteine fügen sich in dieses 
Bild ein, denn von Annexin A2 ist bekannt, daß es mit S100A10 ein Heterotetramer 
bildet und sowohl an Membranphospholipide bindet - darunter auch endosomale 
Vesikel [45] - als auch eine C-terminale Aktinbindestelle aufweist [51].
Die von uns konfokalmikroskopisch beobachtete Verteilung des Annexin A2 in 
polaren Epithelzellen in den kortikalen apikalen, aber auch basolateralen 
Bereichen sowie intrazellulär in vesikulären Strukturen stimmt mit früheren 
Erkenntnissen überein [ 7 4 ] und deutet eine Rolle dieses Proteins auch bei 
basolateralen Transportvorgängen an. Daß hierbei Fusionsproteine aus Annexin 
A2 und GFP-Varianten bzw. DsRed die Ausbildung des Heterotetramer-Komplexes 
mit S100A10 nicht beeinträchtigen, war bereits zuvor gezeigt worden [238]. Unsere 
Aufnahmen mittels Konfokaler Laserscan-Mikroskopie bestätigen somit unsere 
biochemischen Daten zur Kolokalisation von Annexin A2 mit den SAV sowie auch 
mit Myosin Ia bzw. deren Fehlen bei den LAV.
Die Ausbildung des Heterotetramers sowie auch die Interaktion mit endosomalen 
Membranen sind dabei unabhängig von Kalzium [ 101 ], was sich in unseren 
entsprechenden Versuchen mit den SAV ebenfalls niederschlägt. Zudem 
bestätigten sich frühere Hinweise auf eine Verbindungsfunktion des Annexin A2 
zwischen Aktin-Cytoskelett und endosomalen oder exocytotischen Membranen [61], 
denn wir konnten zeigen, daß eine Ausschaltung des Annexin A2 durch 
RNS-Interferenz [238] tatsächlich den aktinabhängigen Peripherie-Transport der SI 
zur Plasmamembran unterbindet [96].
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Der Zusammenhang des Annexin A2 mit der raft-assoziierten SI deckt sich zudem 
mit vorangegangenen Beschreibungen einer cholesterolabhängigen Interaktion 
zwischen dem Annexin A2/S100A10-Komplex und lipid rafts [165]. Während rund die 
Hälfte des zellulären Annexin A2 nämlich normalerweise extrem fest mit 
Membranen assoziiert ist, genügen bereits geringe Konzentrationen der 
cholesterolbindenden und somit diese Mikrodomänen zerstörenden Substanzen 
Filipin und Digitonin, um es samt einem Komplex weiterer Proteine, darunter 
Aktin, abzulösen [75].
Zudem ist Annexin A2 auch nicht das einzige Protein seiner Familie, von dem 
eine Beteiligung am apikalen Membranverkehr bekannt ist - vielmehr ist die 
Verbindung des Annexin XIIIb mit dem Transport von Hämagglutinin ein 
weiterer Hinweis auf die Existenz unterschiedlicher apikaler Transportwege in 
Epithelzellen [49,111].
Abgerundet werden diese Zusammenhänge durch den bisher letzten von uns 
identifizierten Vertreter jener Proteine, die sich nur in Assoziation mit SAV, nicht 
aber bei den LAV finden: die Alpha-Kinase 1. Daß Phosphorylierung die Funktion 
und Verteilung von Myosin-Motoren beeinflußt, ist anhand verschiedener 
Beispiele bekannt [44,217,233,239]. Wird die Menge an Alpha-Kinase 1 in der Zelle stark 
reduziert, sinkt, wie wir gezeigt haben, auch der Anteil des phosphorylierten 
Myosin Ia in den SI-tragenden post-Golgi-Vesikeln, und weniger SI erreicht ihren 
Bestimmungsort in der Plasmamembran [80]. Konfokalmikroskopische Aufnahmen 
unterstreichen zudem die biochemischen Daten einer Kolokalisation sowohl mit 
SI-Vesikeln als auch mit Myosin Ia [80].
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Das Vorkommen der Alpha-Kinase 1 insbesondere in Geweben mit polaren 
Epithelzellen, wie etwa dem Dünndarm, ist hierbei ein weiterer unterstützender 
Aspekt [ 1 9 9 ].  Die festgestellte Insensitivität gegenüber Staurosporin - ein 
Gegensatz zu konventionellen Kinasen - stimmt überein mit anderen 
Alpha-Kinasen wie der eEF-2-Kinase oder TRPM7/ChaK1 [197,198].
Insgesamt ist zwar noch vergleichsweise wenig über die Alpha-Kinasen im 
allgemeinen und Alpha-Kinase 1 im speziellen bekannt, aber jüngste 
Veröffentlichungen deuten für weitere Vertreter dieser Familie ebenfalls in 
Richtung Transportvorgänge und den Golgi-Raum. So wurde dieses Jahr etwa 
eine neue Alpha-Kinase in Golgi-ähnlichen Strukturen von Dictyostelium 
nachgewiesen, die wie Alpha-Kinase 1 durch eine katalytische Domäne am 
C-Terminus charakterisiert ist [ 1 4 ].  Und hinsichtlich der Alpha-Kinase 
TRPM7/ChK1 konnte gezeigt werden, daß diese Annexin I phosphoryliert - 
welches cytosolische Verbindungsmolekül ebenfalls mit dem Proteintransport 
zusammenhängt [37].
Zusammengefaßt ist also Alpha-Kinase 1 in der Lage, das Motorprotein Myosin Ia 
zu regulieren, welches wiederum für den Transport derjenigen Vesikel entlang 
des Aktin-Cytoskeletts hin zur Plasmamembran sorgt, die beispielsweise die 
raft-assoziierte Saccharase-Isomaltase tragen; dabei ist ein Heterotetramer aus 
Annexin A2 und S100A10 beteiligt, welches wohl eine Verbindung zwischen 
Vesikelmembran und Aktin herbeiführt (Abb. 5.3). Dieses Heterotetramer könnte 
als Adapterprotein eventuell eine wichtige Funktion beim Herauslösen der SI aus 
den gemeinsamen post-Golgi-Behältern einnehmen, die sie sich zunächst noch 
mit nicht-raft-assoziierten Proteinen wie der LPH teilt.
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Abb. 5.3 Die Ergebnisse dieser Arbeit in einem Modell zusammenfassend 
könnte es sein, daß in der Zellperipherie der Kontakt der gemeinsamen, an 
den Mikrotubuli entlangwandernden post-Golgi-Vesikel mit den Aktintrassen 
(braun) dazu führt, daß die Annexin-Heterotetramere (rot-grün) einen 
Haftkontakt zwischen Aktin und den die SI umgebenden lipid rafts 
herstellen und zugleich auch Alpha-Kinase 1 (lila) aktiviert wird, welche 
Myosin Ia (blau) phosphoryliert, das dann zusammen mit der Haftkraft der 
Heterotetramere für das Herauslösen des SAV aus dem Muttervesikel sorgt
Insgesamt ergibt sich hierbei für die SAV das Bild eines Transportweges, der nach 
Verlassen des TGN zunächst noch mit den LAV gemeinsam verläuft, dann aber 
über das endosomale Kompartiment an die Plasmamembran gelangt. Dies 
en t spräche  auch  den  jüngs ten  Erkenntn i s sen  au f  dem Gebie t  des  
Proteintransports allgemein, welche zunehmend vom klassischen Bild der 
Hauptsortierung im Golgi/TGN zugunsten einer starken Rolle der Endosomen 
abrücken [188]. Zudem lieferte dieses Modell zugleich eine Erklärung dafür, daß 
Annexin A2 einerseits an diesem direkten apikalen Transportweg beteiligt ist, es 
andererseits aber zugleich auch Hinweise für eine Verbindung zum indirekten 
Transport von der basolateralen Membran aus über die Endosomen gibt [74].
Damit trägt auch diese Arbeit bei zum gegenwärtigen Paradigmenwechsel vom 
TGN als wichtigstem Verteilerzentrum hin zu einer räumlichen Streuung 
mehrerer Sortiermechanismen, die sich vom ER über Golgi-Apparat und TGN 
sowie die Endosomen bis hin zur basolateralen Membran erstrecken. Wie die 
einzelnen Aufteilungsvorgänge nach Verlassen des TGN dann im Detail ablaufen, 
wird neben der Identifizierung weiterer Komponenten des SAV-Transportes 
künftig noch erforscht werden müssen.
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6. Zusammenfassung
In Fortführung der vorangegangenen Entdeckung durch Jacob und Naim in 
unserer damaligen Arbeitsgruppe, daß zwei verschiedene Populationen von 
post-Golgi-Vesikeln für den Transport apikaler Membranproteine existieren [97], 
konnten wir zeigen, daß diese zunächst gemeinsam durch raschen Transport 
entlang der Mikrotubulibahnen des Cytoskeletts zur Peripherie verbracht werden 
und es erst nach Verlassen des TGN zu ihrer Auftrennung kommt. In deren Zuge 
erfahren dann einzig diejenigen Vesikel auf ihrem Weg zur Plasmamembran eine 
Umlenkung auf die Aktinfilamente der Zellperipherie, die die raft-assoziierte SI 
tragen - nicht aber die LPH-tragende Population [95].
Zudem konnten wir für vier Proteine zeigen, daß sie einzig für die SI-tragende 
Vesikelpopulation eine Rolle spielen, nicht aber für die LPH-Vesikel. Zwei davon 
sind Annexin A2 und S100A10, die zusammen ein Heterotetramer bilden, welches 
sowohl für die Anbindung an Membranphospholipide als auch für das 
Vorhandensein einer Aktinbindestelle bekannt ist. Und tatsächlich ließ sich von 
uns  nachwei sen ,  daß  e ine  Drosse lung  der  Annexin  A2 -Menge  den  
aktinabhängigen Transport der SI in der Zellperipherie zur Plasmamembran 
unterbindet [96].
Ein weiteres dieser Eiweiße ist Myosin Ia, ein Aktin-Motorprotein [95], welches sich 
zudem als ein Ziel der Aktivierung durch Alpha-Kinase 1 erwies, dem vierten von 
uns einzig in der SI-tragenden apikalen Vesikelpopulation vorgefundenen 
Protein. Wird die Menge an Alpha-Kinase 1 in der Zelle stark reduziert, wird, wie 
w i r  geze ig t  haben ,  auch  wen iger  Myos in  I a  in  den  S I - t r agenden  
post-Golgi-Vesikeln phosphoryliert; als Folge davon gelangt weniger SI an ihren 
Bestimmungsort in der Plasmamembran [80].
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Insgesamt zeichnet dies das Bild eines apikalen Transportweges, der anders als 
bei der LPH nicht direkt vom Golgi-Apparat zur Plasmamembran führt, sondern 
offenbar über das endosomale Kompartiment verläuft. Hierbei könnten zudem 
die von uns identifizierten Proteine eine wichtige Rolle bei der Auftrennung 
dieser beiden zunächst noch vereinten apikalen Vesikelpopulationen spielen.
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Abb. 1 a: Die komplex-glykosylierte Form der SI (SIc) wird in der 
Kontrolle korrekt an die Zelloberfläche (surface, S) transportiert.
Bei Zugabe von CytoD oder Kolchizin wird dieser Transport unterbunden, 
die SI findet sich ausschließlich innerhalb der Zelle (Lysat, L).
BDM hingegen führt zu keiner Beeinträchtigung
b: Prozentuale Verteilung Oberfläche/Lysat für SI
c/d: Auf den Oberfächentransport der LPH hingegen hat CytoD keinen 
Einfluß, lediglich Kolchizin
Somit also ist der Oberflächentransport beider Proteine auf Mikrotubuli 
angewiesen (werden durch Kolchizin zerstört),
wobei SI zusätzlich auch noch Aktinfilamente benötigt,
nicht aber die LPH (CytoD depolymerisiert die Aktinfilamente).
Für den Transport der SI an den Aktinfilamenten entlang kommen die 
Myosinklassen II und V nicht in Frage (werden durch BDM inhibiert)
Anhang
Ergänzende Abbildungen
Nachfolgende im Haupttext erwähnte Abbildungen aus den zugrundeliegenden 
Veröffentlichungen entstanden ohne Beteiligung des Verfassers.
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Abb. 1 e/f: Die separate Betrachtung der apikalen (a) und basolateralen 
(b) Zelloberfläche zeigt, daß die Zerstörung der Aktinfilamente sich 
tatsächlich unmittelbar auf den Transport der SI auswirkt.
Wäre stattdessen der Sortiermechanismus betroffen, hätte sich der Anteil 
der SI an der basolateralen Membran erhöht, was aber nicht der Fall ist
g/h: Wie bereits im vorangegangenen Experiment wirkt sich CytoD nicht auf 
den Oberflächentransport der LPH aus.
Auch eine signifikante Beeinflussung ihrer Sortierung findet nicht statt
Abb. 2 a/b: Aufgereinigte SAV (a) bzw. LAV (b) wurden über einen aktin- 
beschichteten Sensorchip geleitet, und eventuelle nun an das Aktin 
gebundene Proteine sodann vom Chip heruntergewaschen
Für die anschließende Immunpräzipitation wurde neben diesen Proben (A) 
auch das Lysat (L) jener Zellen eingesetzt, aus denen die aufgereinigten 
Vesikel gewonnen worden waren. Als zusätzliche Kontrolle diente ein 
Sensorchip ohne Aktinbeschichtung (C)
Auch der Biosensor bestätigt somit die den LPH-Vesikeln fehlende 
Fähigkeit der SI-Vesikel, an Aktinfilamente zu binden
E G
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Abb. 2 c: Bei der Auftrennung aufgereinigter SAV (MDCK-SI-YFP) und LAV 
(MDCK-LPHmyc) in einem SDS-Polyacrylamidgel erhielten wir unterschiedliche 
Bandenmuster: neben gemeinsamen Proteinbanden finden sich auch solche, 
die nur für eine der beiden Vesikelpopulationen charakteristisch sind
d: Eine Massenspektrometrie der SAV-Bande auf Höhe von etwa 105 kDa 
lieferte uns den Hinweis auf das Aktin-Motorprotein Myosin Ia. Und 
tatsächlich bringt ein Westernblot mit aufgereinigten Vesikeln sowie 
einem Antikörper gegen Myosin Ia eine Bande von 104 kDa bei den SAV 
hervor, nicht aber bei den LAV oder nicht-transfizierten Kontrollzellen
C D
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Abb. 3 a: Mittels Antikörpern gegen Annexin A2 und S100A10 (P11) konnten 
wir diese beiden Proteine in SAV (MDCK-SI-YFP) nachweisen. Bei den LAV 
(MDCK-LPHmyc) sind sie nicht vorhanden
b: Temperaturblockaden des sekretorischen Proteintransports im ER (15 °C) 
und Golgi-Apparat (20 °C) sowie anschließende Inkubation bei 37 °C 
zeigen, daß Annexin A2 und S100A10 erst nach Verlassen des TGN mit den 
SAV assoziieren
c: Auch bei Bindung der Kalziumionen durch Zugabe des Chelatbildners EDTA 
können Annexin A2 und S100A10 zusammen mit den SAV präzipitiert werden
d: Ebenso bleibt die Menge des mit den SAV assoziierten Annexins A2 
gleich; mit und ohne EDTA beträgt der präzipitierte Anteil stets 55 - 60% 
des insgesamt vorhandenen Annexins A2
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Abb. 4 a+b: Kinase-Assay aufgereinigter SAV mit unterschiedlich langen 
Inkubationszeiten. Nach ein bis zwei Stunden schält sich eine starke 
Proteinbande von etwa 105 kDa als Empfänger des radioaktiven 
Phosphatrests heraus - Myosin Ia. Auch treten drei schwächere Banden von 
etwa 50, 25 und 16 kDa hervor. Rechts daneben die Quantifizierung der 
Bandenintensitäten für die einzelnen Zeitwerte
c+d: Werden die SAV durch einen Temperaturblock im Golgi-Apparat 
festgehalten und anschließend zu verschiedenen Zeitwerten nach Verlassen 
des TGN aufgereinigt, so ergibt sich im Westernblot mit zunehmender 
Produktion und Assoziation mit den Vesikeln auch eine zunehmend starke 
Proteinbande
Bei der Phosphorylierung des Myosin Ia aber ergibt sich ein Maximum 
zwanzig Minuten nach Verlassen des TGN, was bedeutet, daß die 
post-Golgi-Vesikel der SI nach eben dieser Zeitspanne jenen Punkt 
erreichen, an dem das meiste Myosin Ia von seiner Kinase phosphoryliert 
wird. Hat der Pulk der zuvor im TGN aufgestauten Proteine diesen Punkt 
passiert, folgt ihm lediglich der reguläre Proteindurchsatz, die Anzahl 
der phosphorylierten Myosin Ia-Moleküle flacht ab
A B
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Abb. 4 e+f: Während der Chelatbildner EDTA und der Inhibitor TFP die 
Phosphorylierung des Myosin Ia beeinträchtigen, die Reaktion also von 
Kalzium und Calmodulin abhängig ist, vermag Staurosporin die Aktivität 
der hier verantwortlichen Kinase - anders als bei den konventionellen 
Kinasen - offensichtlich nicht herabzusetzen. Diese Unanfälligkeit für 
Staurosporin ist ein Merkmal von Alpha-Kinasen
Als Kontrolle wird λ-Phosphatase hinzugegeben, um durch die von ihr 
bewirkte Dephosphorylierung sicherzustellen, daß die beobachtete 
radioaktive Proteinbande tatsächlich auf eine Übertragung des markierten 
Phosphatrests zurückzuführen ist
E
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Abb. 5 a+b: Wird die Phosphorylierung des Myosin Ia durch Alpha-Kinase 1 
unterbunden, indem man wie in den vorangegangenen Versuchen den 
Calmodulin-Inhibitor TFP hinzugibt, so wird auch der Oberfächentransport 
der SI massiv beeinträchtigt. Staurosporin hingegen übt - analog zu den 
Kinase-Assays - keinen solch starken Einfluß auf die Beförderung der SI 
zur apikalen Membran aus
A
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